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 真核生物における放射線照射後の DNA 二重鎖切断修復には, 相同的組換え修復と非相同的末
 端再結合があるが, 高等生物では DNA 依存性プロテイ ンキナーゼ (DNA-PK) の関与する非相
 同的末端再結合が重要であると考え られている。 DNA-PK 活性のない細胞は, DNA 二重鎖切断
 修復能が低下しており, その結果放射線に対して高感受性を示す。 本研究では, 細胞の放射線感
 受性を左右する DNA 二重鎖切断の修復に重要な DNA-PK と, ヒトの放射線高感受性遺伝病
 ataxia telangiectasia (AT) の原因遺伝子産物ATM が, 放射線感受性の細胞周期依存性にど
 のように関与しているかを, ヒトの細胞を用いて調べることを目的とした。 そこで, ヒトで唯一
 の DNA-PKcs 欠損細胞株である MO59」 と, ATM の欠損した AT 患者由来の線維芽細胞である
 AT3BISV, AT5BIVAを使用 し, 放射線感受性の細胞周期依存性を調べた。 さらに, DNA-PK
 活性と ATM 活性の阻害剤として知られる wortmannin を用いて両蛋白質の活性を阻害 し, それ
 により生じる細胞周期依存的放射線感受性の変化か ら, 放射線感受性の細胞周期依存性に及ぼす
 DNA-PK と ATM の役割を検討した。
 各細胞について, hydroxyurea を使用して細胞周期をG、一S 移行期に同調させた後, 経時的に
 X線を照射した。 その結果MO59J, AT3BISV および AT5BIVA はいずれも細胞周期を通 して放
 射線に高感受性を示したが, MO59」 は細胞周期による感受性の変化が大きく, 最も高感受性の
 G・一S 移行期には, 最も放射線抵抗性である 1ate S期の約 67 倍の放射線感受性を示した。
 AT3BISV および AT5BIVA には, MO59」 のような細胞周期間の放射線感受性の著しい変動は認
 められなかった。 また, ホスファチジルイノシトール3リン酸キナーゼ阻害剤である wortmannin
 により DNA-PK 活性と ATM 活性を抑制すると, AT3BISV, AT5BIVA および対照細胞では細
 胞周期を通して放射線増感効果が認められたが, その効果はいずれの細胞でもG、 一S 移行期で最
 も強く 認められた。 一方で 1ate S期には放射線増感効果が最も弱かっ た。 これらの結果か ら,
 DNA-PK は放射線照射後の DNA 二重鎖切断修復に関連 して, 主と してG1-S 移行期に作用して
 いることが示唆された。 MO59」 には, wortmannin による放射線増感効果は認められなかった。
 次に, 細胞周期の各時期において DNA-PK 活性を測定 し, その細胞周期間の変化を調べた。
 その結果, AT3BISV, AT5BIVA および対照細胞では細胞周期を通して DNA-PK 活性の大きな
 変化は認められなかった。
 MO59」 は, 放射線照射後の生存率曲線で二相性のパターンを示した。 これは MO59」 が, GI-S
 移行期の放射線高感受性群と, late S期の放射線抵抗性群の2つの細胞集団により構成されて
 いることを反映 していると考え られた。
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 本実験により, ヒト細胞において DNA-PK は細胞周期依存性の作用をしており, ①G1-S 移
 行期に優位に働いていること, ② 1ate S期にも弱いながら作用していることが示された。 一方
 で, ATM の作用は細胞周期に依存しないことが示された。 また, 細胞周期を通して DNA-PK
 活性はほぼ一定であったことか ら, DNA-PK の作用の細胞周期特異性は, DNA-PK 活性の変化
 による もので はないことが示唆さ れた。
 過去に, マウスやニワトリの細胞では DNA-PK の欠損 した細胞の細胞周期特異的な放射線感
 受性についての報告があるが, ヒト細胞での報告は本研究が初めてである。 そして, 同じ高等生
 物でも DNA 二重鎖切断修復における DNA-PK の役割は種による差があることが示された。 細
 胞周期毎の DNA-PK 活性と, wor七mannin による放射線増感効果で代表される DNA-PK の作用
 の変化を同一細胞で同時に測定 したのも本研究が初めてであり, 独創的な点である。 DNA-PK
 の細胞周期特異的な役割を知ること は, DNA-PK の character およ び他の DNA 修復機構との関
 連の理解につながり, まだ完全には明らかになっていない DNA-PK の非相同的組換え修復にお
 ける分子 レベ ルでの作用機序の解明に もつながるという点で意義があ る。
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 審査結果の要旨
 本論文は, ヒ ト細胞の放射線感受性に与える ATM と DNA-PK という2っの代表的な遺伝子
 の働きを, 細胞周期と関係させて論 じている。 ATM 遺伝子は, そのクローニングこそ比較的新
 しいが, ヒトの放射線高感受性遺伝病である ataxia telangiectasia については放射線生物学の
 分野で古くから扱われてきたテーマである。 一方, DNA-PK は, 高等生物の DNA 二重鎖切断
 修復機構の構成因子と して近年盛ん に研究が進められて いる新 しいテーマであ る。 ATM は細 胞
 周期チェックポイン ト機構の方面からの研究が先行 してきたが, ここへきて DNA 二重鎖切断修
 復機構との関係がクローズアップされてお り, 本研究のように2つの遺伝子を並び論 じることは
 きわめて重要であると考える。 研究背景でも, この領域に関する最新の知見を取り入れてまとめ
 てあり, 評価できる。
 本論文では, 古くから知られている細胞の放射線感受性の細胞周期特異性に着目 し, この背景
 に潜む一要素として ATM, DNA-PK の存在を考え, 両者の細胞周期間での影響を調べている。
 これまでに, マウスなどでは DNA-PK 欠損細胞の放射線感受性が細胞周期により変動すること
 が示されていたが, ヒ ト細胞で報告 したのは本研究が初めてであり, この点で評価できる。 さら
 に, ATM, DNA-PK 両蛋白質の阻害剤を用いて, それらの活性を抑制することにより放射線感
 受性への影響を調べた点は独創的であるといえ る。 コントロールと して使用 した数種の細胞 と,
 各々の蛋白質の活性を欠いた細胞における結果との相違は明快であり, 結果は意義深い。 なお,
 別の阻害剤を使用 した場合でも同様の結果が得 られることが確認できればデータと してさらに良
 いと考え る。
 全体として, 背景をよく理解 したうえで明確なテーマのもとに研究がなされており, 博士論文
 と して評価でき る。
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